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EstablishrnentofEstrogen-depletionResistantBreastCancer
CellLinesShowingLigand-independentActivation
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Estrogenreceptor(ER)isactivatednotonlybyestregenbutalsoviaestrogen-independent
manners,whichcouldberelatedwithresistancetohormonaltherapyforbreastcancer.Toaddress
theirmolecularmechanisms,weestablishedcelllineswhichshowestrogen-indepelldentactivationof
ER.WepreviouslyreportedtheMCF-7-EIOcellsintroducedERE-GFPreportergene.Thesecells
specificallyexpressGFPwhenendogenousERisactivated,Therefore,ERac亡ivationcanbe
monitoredbyfluorescenceinlivingcells.First,weculturedtheEIOcellsinestrogen-deprived
mediumforalongterm,andestablishedthecelllines(namedEIO-EDR;long-termestrogen
depletionresistantcells)thatspoll亡aneouslyexpresshighlevelsofGFP.Thesecelllinesshow
estrogen-independentgrowthsothattheycanberegardedasAromataseInhibitor(AI)-resistal'lt
models.Next,weanalyzedtheeffectofSelectiveestrogenreceptormodulators(SERMs)ollER
activityinthesecells,andfoundtheirsignificantabilitytoinhil〕itGFPexpression.Thisobservation
suggeststhatSERMsmigh亡beeffectiveonAI-resistantbreastcancers.
Thesecelllineswillbeusefulforthefurthers亡udyonthemechanismsofestrogen-independent
ERactivationandresistalユcetohormonaltherapy.
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ホルモン療法耐性の分子メカニズムを解明す る
は じ め に ため,こ れまでに乳癌細胞株 を用いて様々な耐 性
乳癌 は代表的なホルモン依存性癌であり,そ の モデルが作製 されてきた。例 えばER陽 性乳癌細
多 くは女性ホルモンのエス トロゲンにより発生 ・ 胞株 をエス トロゲン枯渇培地3・4)あるいはホルモ
進展が促進され ることが知 られている。 ン療法剤を含む培地中で長期間培養する5)という
従来か ら提唱 されていた最 も一般的なエス トロ 手法で樹立 された ものがあ り,これら細胞株を用
ゲンシグナル経路 は 「古典的経路」 と呼ばれ,エ いた解析から前述の古典的経路 とは異なるエス ト
ス トロゲンが脂溶性 のリガンドとして核内まで到 ロゲンシグナル経路の存在が明 らかになって きた
達 してエス トロゲン受容体(EstrogenReceptor;(図1)。増殖因子受容体や細胞膜表面に存在す る
ER)に結合 し,それが各種共役因子 と転写複合体ERか らの刺激が リン酸化 シグナルカスケー ドを
を形成 して標的遺伝子の発現 を促す というもので 通 じてERの 特定 の部位 をリン酸化す ること6・7)
ある。この経路の遮断は乳癌治療の重要な戦略の や,ア ンドロゲン代謝産物が交差反応的にERへ
1つであ り,エス トロゲン生合成 の律速酵素であ 結合す ること8)等による活性化が示唆 されてい
るアロマターゼを阻害することによりエス トロゲ る。また,増 殖因子受容体や細胞膜表面に存在す
ンの供給を断つ 「アロマターゼ阻害剤(AromtaseるERからの刺激が増殖関連遺伝子の発現 を調節
Inhibitor;AI)」やエス トロゲンのERへ の結合 し乳癌の増殖 を支持する経路 もあるとされる7)。
を競合的に阻害する 「抗エス トロゲ ン剤」 といっ このようなエス トロゲン非依存的増殖経路の解
たホルモン療法剤が予後改善 に大 きく貢献してき 明は乳癌のホルモン療法耐性克服のために極めて
た')。しかし,ホルモン療法を施行 された患者のう 重要であると考えられるが,同 様の方法で樹立 さ
ち約40%は耐性を獲得し再発する2)ことから,耐 れたモデル細胞 であって もその性質 は報告者 に
性の克服が課題 となっている。 よって相違があり,統一的な見解は未だ得 られて
ア隅マター 菱繊害劃1
。一 藏 詣 雷
毎酌遣伝子
図1.エ ス トロゲンシグナル経路
エストロゲンが脂溶性のリガンドとして核内まで到達してERに結合し,各種共役因子と転写複合体
を形成して標的遺伝子の発現を促すという 「古典的経路」に加え,増殖因子受容体からの刺激がリン
酸化シグナルカスケードを通じてERまたはそれに結合する転写因子をリン酸化することや,ア ンド
ロゲン代謝産物がERへ結合すること等による,エス トロゲン非依存的な活性化機構が示唆されてい
る。また,増殖因子受容体や細胞膜表面に存在するといわれるERか らのシグナルが リン酸化シグナル
カスケー ドを通じて増殖関連遺伝子の発現を調節する経路 も提唱されている(「non-genomic経路」)。
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いない。 培地(SIGMA)(以 下 「通常培地 」 とす る)を 用
前述 のモ デルはいず れ も増 殖が み られた細 胞全 いた。 またエ ス トロゲ ン枯 渇耐 性株 の樹 立 に は,
体 を採 取 して樹立 され た もので あ り,複 数 の異 な10%チ ャコール 処 理FCSお よ び1%ペ ニ シ リ
る耐性 メ カニ ズム を もつ クロー ンが混在 している ン/ス トレプ トマ イ シ ン を添 加 した フェノール
可能性 が ある ことか ら,メ カニ ズムを特定す るモ レ ッドフ リーRPMI1640培地(GIBCO)(以下 「枯
デル としては必 ず し も適 当 とはいえない。 渇培地」とす る),ま た は枯渇培地 にテ ス トステ ロ
そ こで我々 は,増 殖 のみ られた細胞 をコロニー ン(SIGMA)100nMを 添加 した培地 を用 いた。
ごとに単離す るこ とに よ り,ホ ル モ ン療法耐性 の チ ャコール 処 理 は,FCSを56℃ で35分 イ ン
様 々な タイプ を個 別 にモデル化 し,複 数 の異 な る キュベ ー トす る ことに よ り非働化 した のち,活 性
メカニズ ムを解明 しよ う と試 みた。 山 口 らが以 前 炭 ・デ キス トラ ン と共 に45℃ で1時 間 イ ンキ ュ
に樹立 したER活 性 レポーター細胞9)を親株 とし べ 一 ト,活 性炭 の遠心分離 とい う処理 を2度 繰 り
て用い,エ ス トロゲ ン枯 渇下 でER活 性 の高 い コ 返 し,0.8μmおよび0.22μmのフィル ターで ろ過
ロニー を選択 す る ことに よ り,乳 癌 の増殖 を支持 滅菌 して行 なった。
す る複雑 な細胞 内 シグナル経路 の中で も特 に核 内 ク ロー ンの評価,お よび薬剤 添加 実験 において
ERが 関与 す る シグナル経路 に限定 して解 明 に取 は,Tamoxifen(SIGMA),Fu/vestrant(アス ト
り組 む ことにした。 ラゼネカ よ り供与),Toremifene(日本化薬 よ り供
また,乳 癌 組織,特 に閉経後乳 癌で は腫瘍 近傍 与),Letrozole(ノバル テ ィス ファーマ より供 与),
の間質細胞 に存在 す るア ロマ ターゼ によ り副腎由 コン トロール としてエ タノール を,い ずれ もエ タ
来ア ン ドロゲ ンが エス トロゲ ンに変換 され,乳 腺 ノール最終濃 度が0.1%以下 とな る よう表示 の濃
で局所 的 にエ ス トロゲ ン濃度 が高 くなる ことが知 度 で枯 渇培地 に添 加 した。
られ てい る10)。癌細胞 自身 に もア ロマ ターゼが存 細胞 の培 養 にはいず れ も5%CO,,37℃に調整
在す る とい う報告 もあ るため11),この点 について したCO2イ ンキ ュベー ター を用 いた。
も検討 した。2.ER活 性の測定
24wellplateに5×104個/wellの細 胞 を播 種
材料 お よび方法 して各種薬剤 を添加 し,3日 間培養 した。3日 後,
1.細 胞培養well内 の細 胞 をPBSで 洗 浄 した の ち トリプ シ
① 細 胞 ンーEDTAで剥離 し,枯 渇培地 に浮遊 させて回収
MCF-7-E10細胞:半 減 期 の短 い(約2時 間)緑 した。 これ をス ライ ドガ ラス に滴下 し,蛍 光顕微
色蛍光 タ ンパ ク質(GreenFluorescentProtein;鏡下で無作為 に選 んだ細胞100個 について,細 胞
GFP)のcDNAの 上 流 にエ ス トロゲ ン応答 配列 の輪郭が鮮 明でかつ蛍光 強度 の高 い もの を 「GFP
(EstrogenResponsiveElernent;ERE)を配 した 陽性」,そ うでない もの を「GFP陰1生」とし,結 果
レポー タープ ラス ミドを,ER陽1生 ヒ ト乳癌細 胞 はGFP陽 性細胞 の割合 で評価 した。
株MCF-7に 安定 的 に導入 した もの9)。本細 胞株 は3.細 胞増殖の測定
ERの 活性 化 に応 じて蛍光 を発す るた め,通 常 のER活 性 の測定 と同様 の手 順で得 られ た細胞 浮
培養状 態 でER活 性 を視覚的 に捉 える ことが で き 遊液 を トリパ ンブル ーで染色後,血 球計算盤 にて
る。 細胞数 を計測 した。
② 細胞培 養
MCF-7-ElO細胞 の通 常 の培 養 には10%ウ シ 結果 および考察
胎児 血清(FatalCalfSerum;FCS)(Tissue1.エ ス トロゲ ン枯 渇耐性株 の樹立
CultureBiologicals)および1%ペ ニ シ リン/ス トMCF-7-E10細 胞 を,枯 渇培地 また はテ ス トス
レプ トマ イ シン(GIBCO)を添加 したRPMH640テ ロ ン100nM添加 枯渇培 地 で培 養 した。長期 的
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に培 養 を続 けると,多 くの細 胞 は増殖 が止 ま りア 強 く抑制 された ことか ら,GFP発 現 はERに 依 存
ポ トー シスに至 ったが,一 部の細胞 はエス トロゲ して いる ことが確認 された。 したが って,こ れ ら
ンを含 む ステロイ ドホルモ ンや増殖 因子等 の低分 の クロー ンにお いてはエス トロゲ ン非存在下 で も
子ペ プチ ドが枯 渇 して いる環境 で も増殖 で きる能 なん らか の機 序でERが 活性化 され,下 流遺 伝 子
力 を獲 得 し,コ ロニー を形成 した(枯 渇培 養開始 の発現 を制御 して い ると考 え られ る。 リガ ン ド非
か ら2～5週 間後)。 これ を蛍光 顕微鏡下 で観察す 依 存的 なER活 性化 メ カニ ズム と しては転写 共 役
る と,コ ロニ ーに よって明 る く光 る ものか ら全 く 因子の過剰発 現 ・リン酸化 充進やER自 身 の リン
光 らない ものまで様 々で あった。 そ こで,よ り強 酸 化 等 に よる恒常 的 活性 化 が 提 唱 され て い るlo)
い蛍光 を発 してい るコロニ ーをマイ クロ ピペ ッ ト ので,こ れ らの点 につ いて今後 さ らに検証 してい
用 チ ップ で物 理 的 に剥離 して96wellcultureく 予定 で ある。
plateへ単離 し,24wellcultureplate,6cmdish一方でA3細 胞 やC7細 胞 の ように,E10細胞 と
へ と容量 を増や しなが ら7～14週 間枯渇培養 を続 同様 に枯渇培養 で は極 めて低 い活性 しか示 さない
けた。 この うちい くつかの クロー ンは枯渇培養 開 もの も存在 した。 これ らのク ロー ンは核 内ERを
始 か ら6～14週 間後 に ア ポ トー シ ス に よ り死滅 介 さ ない経 路 で増 殖 して い る もの とみ られ る。
し,最 終的 に枯 渇培地 の系か らは37ク ロー ン,テGFPの 発 現 が高 い コ ロニ ー を選択 した に も拘 ら
ス トステ ロ ン添加枯 渇培 地 の系 か らは27ク ロー ず この よ うに活性 の低 い ク ロー ン も得 られた の
ンが安定的 なエス トロゲ ン枯渇耐性細胞 株(E10一 は,枯 渇培 地で の培養 を続 ける うち にER非 依存
EDR細 胞;estrogendepletionresistantcells)と性 の性質 に変化 した ことや,コ ロニー を採取 す る
して得 られ た。 際 に意 図 した コロニ ー とは別 のコロニー を採取 し
2.ク ロー ンの評価 て しまった こ とが原因 と考 え られる。
① 枯 渇培地 の系か ら得 られた クロー ン ② テス トステ ロン添加枯 渇培地 の系か ら得 ら
親株 のE10細 胞 は枯渇培 養時 のGFP陽 「生率が れ たク ロー ン
5%以 下 であ った のに対 し,A1細 胞 やC5細 胞 は 図4に 示 す ように,GFP陽1生率 は親株 に比べ て
20%以上 もの高 いGFP陽 性 率 を示 し た(図2,高 い ものか ら同程 度 に低 い もの,中 間程度 の もの
3)。そ して これ はER不 活剤Fulvestrantによ り まで様 々 あ り,ER不 活 剤Fulvestrantは全 て の
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図2.枯 渇 培 地 か ら単 離 した ク ロー ンのER活 性
枯 渇培 地 の 系 か ら得 られ たEIO-EDR細胞 を,ER不 活剤Fulvestrant1μM(Ful)また は コン トロー
ル と しての エ タ ノー ル 〔〕.1%(None)の存 在 下 で3日 間培 養 後,蛍 光 顕 微鏡 下 でGFP陽 性細 胞 の割 合
をカ ウ ン トした。 デ ー タ は3wellの平 均 値 を と り,標 準 偏差 をエ ラーバ ー で 表示 した 。グ ラ フ は検 討
を行 な った37ク ロー ンの うち代表 的 な もの を抜粋 して示 した。
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(A)(B)
聾転
(C)
図3.E10細 胞 とAl細 胞 の細 胞 像
親 株 のE10細 胞 は エ ス トロ ゲ ン添 加 時 にGFP
を発現 して蛍光 を発 し(A),エス トロゲ ン枯 渇状
態 で は ほ とん ど蛍 光 を発 しな い(B)。 一 方,A1
細 胞 はエ ス トロゲ ン枯 渇 状 態 で も強 い蛍 光 を発
す る(C)。
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図4.テ ス トス テ ロ ン添加 枯 渇 培地 か ら単 離 した ク ロー ンのER活 性
テ ス トス テ ロ ン添 加 枯 渇 培 地 の 系 か ら得 られ たE10-EDR細胞 を,ER不 活 剤Fulvestrant1μM
(Ful),アロマ ター ゼ阻 害 剤LetrozoleO、1μM(Let),また はエ タノ ール0.1%(None)の存 在 下 で
3日 間培 養後,蛍 光 顕微 鏡 下 でGFP陽 性細 胞 の 割合 を カウ ン トした 。 デ ー タ は3wellの平 均値 を と
り,標 準偏 差 をエ ラーバ ーで 表 示 した 。グ ラ フ は検討 を行 な っ た27ク ロー ンの うち代 表 的 な もの を抜
粋 して示 した。
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クロ 一ーン におい てGFP発 現 を阻害 したが,ア ロ(A)
60
マ ターゼ阻害剤Letrozoleの効 果 はク ロー ンに よ
り違 いがみ られ た。
__(50tt-一 一一 一一 一 一 一'一一"
エ ス トロゲ ン非 存在下 で も比 較 的局 いGFP陽iii
性率 を示 した ク ロー ンの うち,V2T細 胞 やY5Tミ40-...一 一一
細 胞 の よ う にFulvestrantとLetrozoleが共 に も
　 　　
GFP発 現 の阻 害効 果 をPtした もの につ い て は,x30tt-一
　 　　
GFP発 現 にERお よび ア ロマ ターゼ の関 与 がPt)
唆 された。 アロマ ター ゼは本 来乳癌細胞 の近 傍 に 癒20-'*、
存在する問質脂肪細胞に艶 に存在し・乳癌細胞 量 料
で の発現 レベ ル は極 めて低 い とされ て い るが10},10-.一 一一 一一一
今 回我 々が樹立 した細胞 にお いて はエス トロゲ ン ・`・ 竺
枯 渇 とい うス トレス に長 期 間曝 され た こ とによoN
oneFulTamTorTorり
,環 境 中のテス トステ ロンを利用 してエ ス トロ1μM1μM3μM10μM
ゲ ンを自給 で きるよ うア ロマ ター ゼの発 現が誘 導
された可能 齢 ある.こ れ らの株 のア ・マ ターゼ(B)、 。
発 現 につ いて も今後検討 予定で あ る。
一 方,GIT細 胞 やB4T細 胞 に お い て は,25
FulvestrantではGFP発 現 が強 く抑制 され たが,(
Letrozoleでは抑 制効 果が み られ なか った。 これ ま20　
らの細胞ではエス トロゲン非存在下でのER活 性 僕ト
化 に対 す るアロマターゼの関与は否定 され るた 製15
め,リン酸化等によるリガンド非依存的な活性化,唖
あるいはテス トステロンの代謝産物がERの リガ 臣lo
ンドとして作用 したことが考えられる。 σ
5
3.EDR細 胞 に対 す る抗 エス トロゲ ン剤 の 効
果o
海外 で行 われ た複 数の術後補助 療法大規模比 較N。neFuITamT。rTor
試験 の結 果,ア ロマ ター ゼ阻害 剤 は効果 ・忍容性1μM1μM3醐19μM
の両 面で抗 エ ス トロゲ ン剤Tamoxifenに優 る と 図5.A1細胞の細胞増殖とER活性に対する抗エス
された12)ことか ら・ア・マターゼ阻舗 耐bk乳癌 絹 籟 灘 晋得られたE、。-EDR細胞の中
は抗 エス トロゲ ン剤の適用 で はな い と考 えられが でも特に高いER活性 を示したA1細胞を,薬
ちであ る。 しか し両者 の作用機 序 の違 い を考 える 剤の存在下で3日 間培養後,細胞数測定(A)お
と・乳癌がエスト・ゲン非鮪 的囎 亙直能膿 得 誤 卿 聖灘獣 孟繍 蛋盤魏 狸
し て ア ロ マ タ ー ゼ 阻 害 剤 に 抵 抗 性 を 示 す 場 合 で 計 測 した 。薬 剤 は,Fulvestrant(Ful)1μM,
も,ERへ の 依 存 性 が 残 っ て い る 場 合 に は 抗 エ スTam・xifen(Tam)1μM・T・remifene(T・r)
ト・ゲン剤の効果が期待できるかもしれない・そ 週.驚 淵 、緕れトも写 づセ矯 轟藻
こで,単 離 した クロー ンの うち特 に高いER活 性 度が0.1%以下 となるよう培地に添加 した。
を示 したA1細 胞 をア ロマ ターゼ 阻害 剤耐性 乳癌 データは3wellの平均値をとり・標準偏差をエ
のモデルとして,細胞増殖とER灘に対する抗 鄭 著講 嚇 識 盤 識 ぞ欝
エス トロゲ ン剤の効果 を検討 した。 重比較検定を行なった(**:ρ〈0.01)。
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本 実 験 に 用 い た 抗 エ ス ト ロ ゲ ン剤 の う ち 立 したエス トロゲ ン枯渇耐性株 は,エ ス トロゲ ン
TamoxifenとToremifeneは臓 器 選択 的 に エ ス 非依存 的 なER活1生 に着 目した点,お よびほぼモ
トロゲ ン作 用 または抗エ ス トロゲ ン作用 を示す ご ノクローナル な細胞 株 として単離 された とい う点
とか ら,選 択 的エス トロゲ ン受容体調 節薬(Se工ec一において初 めての報 告で あ り,ホ ル モ ン療 法 に耐
tiveEstrogenReceptorModulator;SERM)に性 を獲 得 した乳癌 のER活 性化 ・増殖 機構 を解明
分類 され る。Tamoxifenは最 も古 くか ら広汎 に用 す る為の強力 なツール にな る と期待 され る。 さ ら
い られ て きた代表 的ホルモ ン療 法剤 であ り,Tor・ に,本 研 究 の成果 はメカニズム解明 とい う基礎研
emifeneはそれ とよ く似た構造 を もち,臨 床 で は 究 に とどま らず,ホ ルモ ン療 法の奏効 性や予後 を
常用量 ・高 用量 の2種 で投与 され て い る。 また,予 測 す るマ ーカーの検索,薬 剤の有効 性の検 討等
Fulvestrantはエ ス トロゲ ンのERへ の結 合 を阻 に利 用可能 と考 えられ,将 来 的 には簡便 な検 査で
害 す る と共 に,ERを 減 少 させ る作用 を もつER乳 癌 の性 質 を判別 し,患 者 ご とに最適 の治療 を選
不活剤(pureanti-estrogen)であ り,本 邦 で は未 択 す るオー ダーメー ド医療 の実現 に寄与 す るもの
認可 であ るが欧米 で は臨床 で使 用 され効 果 をあげ と期待 され る。
て いる。 いずれ の薬 剤 も臨床 的な用量 で投与 を受
けた場合 の血 中濃度 お よび組織 内濃度等 に基づ い
て枯渇培地 に添加 した。 文 献
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